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(57) Abstract 

The invention relates to embryonic st«an ceUs (ES cells) of non-human mainmals. which are tiaiisfectcjd ^ ?^f?^^J^ 
DNA (ij^tnict, which comprises a DNA sequence 

™ter which is operationally linked to said DNA sequence. The invention ahw relates to a method te producing *^^^^^,f j^^^^^^^ 
STc^^ which (The obtained by cultivating ES cells; to a method for toxicologicai monttormg of s^^stances using s^udceU cuto^ 
to a method for producing tmnsgenic non-human mammals using ES cells; to a tiansgemc non-human mammal which can be obtauied 
according to said method and to a method for examming ccU development stages using cells from a non-^mman mammal. 

(57) Zosammenfiassang 

Die Erfindung betrifft embryonalc StammzeUcn (ES-ZcUen) nicht-roenschUcher Sauger. die mit einem DNA-Konsfirukt stabil 
transfizicrt sind, das eine fflr ein nicht-zeUscbadigendes fluoieszierendes Protem codietende DNA^^^u^ "^^^u J^"" 
DNA-Sequenz opciativ veifcnttpften, zell- und/odcr cntwicklungsabhflngigen Promotor umfeBt; cm Vcrfehrai zur HcrateUung dicscr 
ES-Zellra; eine Zellfailtur erhaitlich durch Kultiviercn der ES-2cllen; ein Verfahrcn zur toxikologisdieo Piflfiing von Subsmaeen tmter 
Verwendnng di^Zellkulmien; ein Verfehrcn zur Erzcugung transgener nicht-mcnschlichcr Sanger unter Vciwcndung to ES-ZeUen; euwn 
duidi dieses Veifahi«i erhaitlichcn tiansgencn nicht-menschlichen Sanger und ein Verfahrcn zur Umersucbung von Zellentwicklungssnifen 
unier Vciwcndung von Zeilen eines solchen nicht-maischlichen SSugers. 
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Flu r szierend Protein ais zelltypspezlfische Reporter 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von nicht-zelischadigenden flucreszierenden 
Proteinen als zelltypspezlfische Reporter. Im einzelnen betrifft die Erfindung em- 
bryonale Stammzellen (ES-Zellen) nicht-menschiicher. SSuger. die. mit einem DNA- 
Konstrukt stabil transfiziert sind. das eine fiir ein nicht-zellsch§digendes fluoreszie- 
rendes Protein codierende DNA-Sequenz und einen mit dieser DNA-Sequenz ope- 
rativ verknQpften. zell- und/oder entwicklungsabhangigen Promotor umfaBt; ein Ver- 
fahren zur Herstellung dieser ES-Zelien; eine Zellkultur erhaitlich durch Kultivleren 
der ES-Zellen; ein Verfahren zur toxikologlschen PrOfung von Substanzen unter 
Venwendung dieser Zeilkulturen; ein Verfahren zur Erzeugung transgener nicht- 
menschlicher Sauger unter Venwendung der ES-Zellen; einen durch dieses Verfah- 
ren erhaltlichen transgenen nicht-menschiichen SSuger und ein Verfahren zur Unter- 
suchung von Zellentwicklungsstufen unter Venwendung von Zellen eines solchen 
nicht-menschlichen Saugers. 



Embryonale Stammzellen (ES) sind Gmndlage sowohl fur die Erzeugung transgener 
Tiermodelle, als auch fiir den Einsatz in in vitro Zellkultursystem. Bisher wurden die 
sich aus ES-Zellen differenzierenden Zelltypen dadurch identifiziert, daB sie durch 
Antik6rperfart}ung bzw. durch in situ-Hybridisierung mit Antisense-Oligonukleotiden 
gekennzeichnet wurden. Dazu muBten allerdings die Zellen zuvor fixiert werden. 
Alle bisherigen Verfahren eignen sich nicht f£ir anschlieBende funktionelle Untersu- 
chungen mit den von ES-Zellen differenzierten. unterschiedlichen Zelltypen. Die bis- 
her einzige Methode, urn funktionelle Untersuchungen an ES-Zell-abgeleiteten Zell- 
derivaten in vivo durchzufuhren, bestand in der morphoiogischen Identifizierung. 
Dies gelang, wenn auch nur sehr unbefriedigend, bei den Herz- und Skelettmuskel- 
zellen, da diese sich durch Kontraktionen auszeichneten. Schon bei den nicht kon- 
trahierenden Ventrikelzellen war die Erkennung fur funktionelle Untersuchungen 
schwierig. So wird im Maltsev et al.. 1994, Circ R s.. 75, 233 - 244 und DD-299439 
A5 ein Model! beschrieben, in dem die Differenzi mng von Herzzellen 
(Kardiomyozyt n) ausgehend von einer sehr fruhen Entwicklungsstufe bis zur spe- 
zialisierten Schrittmacher-, ventrikuiaren-, oder atrialen Herzzelle in vitro stattfindet 
(Maltsev et al., 1994. Circ Res., 75. 233 - 244). Zu diesem Zweck werden totipot nte 
embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Zellinie D3 unter den folgenden Zellkul- 
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turbedingungen in Kardiomyozyten differenziert: Die Zellen werden 2 Tage in einem 
hangenden Tropfen angesetzt, dann 5 Tage in Suspension gehaiten und anschlie- 
Send ausplatiert (Maltsev et al., 1994, Circ Res.. 75. 233 - 244). Innerhalb von 1-2 
Tagen nacli der Platierung bilden sich spontan schlagende Areale innerhalb dieser 
"Em'bryoid Bodies" (EB's). Aus diesen Arealen kflnnen mit Hilfe enzymatlscher Ver- 
dauung (Kollagenase) einzelne Kardiomyozyten dissoziiert wertien. die funktionellen, 
molekularbiologisclien und morpliologischen (Immunhistochemie, Efektronen- 
milcroskopie) Untersuchungstechnil<en walirend den verschiedenen Differenzie- 
rungsstadien zuganglich sind. Neben den Kardiomyozyten befinden sich in den so 
erzeugten EB's unter anderem auch neuronale Zellen. Gliazellen, hamatopoietische 
Zellen. Endothelzellen (frtihe Kapillare). glatte Muskelzellen, Skelettmuskelzellen, 
Knorpelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen. 

Daruber hinaus sind in der letzten Zeit bioluminiszente Protelne wie Green Fluore- 
scent Protein (nachfolgend GFP) beschrieben worden (Prasher et al.. Gene. Vol. 1 1 1 
229 - 233 (1992). die als Marker fur Genexpression vorgeschlagen werden (Chalfie 
et al.. Science, Vol. 263. 802 - 805 (1994)). So ist in der WO.A-95/07463 und WO-A- 
96/27675 das Transformieren von Zellen mit GFP offenbart. Die Transfomiation von 
Saugerzellen, insbesondere deren ES-Zellen mit einer fQr GFP codierenden DNA- 
Sequenz ist jedoch weder in dieser noch in einer anderen Druckschrift beschrieben 
worden. 



Herz-Kreislauferkrankungen gehoren immer noch zu den haufigsten Todesursachen 
in den westlichen Industrielandem. Nur durch intensive Grundlagenforechung auf 
diesem Gebiet konnen die pathophysiologischen Ursachen erkannt und neue The- 
rapieansatze gefunden bzw. toxikoiogische Veranderungen beschrieben werden. Fur 
die Untersuchung zur Pathogenese von Herz-Kreislauf Eri<rankungen und zum 
Testen neuer pharmakologischer und toxikologischer Substanzen werden Modelle 
benatigt, die einerseits auf den Menschen Qbertragbar sind. andererseits aber die 
aufwendigen und kostenintensiven Tierversuchsmodelle ersetzen kannen. Im Jahr 
1991 warden noch Qber 2 Millionen Tiere allein in den alten Bundeslandem bei 
Tierversuchen eingesetzt. 

Ein in letzter Zeit immer wichtigerer Ansatzpunkt der phamiakolo- 
gisch/toxikologischen Forschung ist die Herzdifferenzierung. Aus der st reotypisch 
ablaufenden Herzzellentwicklung konnen RuckschlUsse auf pathologische und toxi- 
kologische Veranderung n von Kardiomyozyten gezogen werden. So ist z.B be- 
kannt, dafi bei der kardtalen Hypertrophie (Yamazaki et al.. J. Mol. Cell Cardiol 
27(1):133 - 140 (1995)) und Hemnsuffizienz (Johnson et al.. Biochem. Phannacol 
45(12):2365 - 2372 (1993)) der Rezeptorstatus und die intrazellulSren Signalkaska- 
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den gestert sind. Diese pathologisch veranderten Kardiomyozyten ahnein teilweise 
wieder H rzzellen fmher Differenzlerungsstadien. 

Die zur Aufklarung der Eigenschaften von Herzzellen frtiher Differenzlerungsstadien 
notwendigen Untersuchungen konnen am Tier jedoch technisch nur schwer und, 
fails uberhaupt. in sehr aufwendigen Studien durchgefuhrt werden: Am 12.-13. Tag 
ist es fruhestens moglich, Kardiomyozyten aus einem Mauseembryo zu praparieren. 
diese Zellen entspredien jedoch nicht mehr einer fruhen kardialen Differenzierungs- 
stufe. Eine detaillierte Analyse der Rezeptorexpression wahrend verschiedener Dif- 
ferenziemngsstadien erfordert einen sehr hohen Aufwand an Tiennaterial und ist - 
wie vorstehend ausgefuhrt - technisch nur schwer durchfiihrbar. Ebenso ist die Be- 
obachtung der Entwicklung einer relativ undifferenzlerten Herzzelle uber mehrere 
Tage bis Wochen hinweg am Tiermodeil nicht moglich. Um den Einsatz neuer The- 
rapeutika, z.B. inotroper Substanzen oder Antiarrhythmika bzw. toxischer Stoffe, z. 
B. Schwermetalle oder Retinoide, auszutesten, muQ> im Tierversuch ein wochenlan- 
ges. invasives Monitoring an Tieren z.B. Schweinen durchgefuhrt werden. 

Die Aufgabe der voriiegenden Erfindung bestand nun darin. ein Zellkulturverfahren 
bereitzustelien, das eine einfache Charakterislerung der lebenden Zeilen ermdglicht 
und funktionelle Untersuchungen zuiaSt und nicht wie die bisherigen Verfahren auf 
Reportergenen wie z.B. Lac-Z (Niwa et al., 1991, Gene 108, 193-199; Wobus et aL. 
1996, J. Cell Mol. Cardiol.; Metzger et al., 1996 CIrc. Res., 78, 547-552) bemht, de- 
ren Expression nur nach Zellfixierung und unter Zuhilfenahme eines spezifischen 
Substrates nachgewiesen werden kann. 

Oberraschendenveise wurde gefunden, dafi ES-Zellen mit einem DNA-Konstrukt, in 
dem ein fur ein nicht-zellschadigendes fluoreszierendes Protein codierendes Gen mit 
einem zell- und entwicklungsabhangigen Promotor gekoppelt ist, mittels Elektropo- 
ration stabii transfiztert werden konnen. Dieses Konstrukt wird dabei in die native 
DMA integriert. Nach spezlfischer Aktivierung intrazelluiarer Signale wIrd der Promo- 
tor aktiviert und das fluoreszierende Protein exprimiert. Somit kfinnten ES-Zellen, die 
zu einem gewissen Zel^unkt der Differenzierung einen zellspezifischen Transkrip- 
tionsfaktor aktivieren, anhand der Fluoreszenz-Emission unter Fluoreszenzanregung 
erkannt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit embryonale Stammzellen (ES-Zellen) nicht- 
menschlicher Sauger, die mit einem DNA-Konstaikt, umfassend 
- eine ftir ein nicht-zellschadigendes fluoreszierendes Protein codierende DNA-Se- 
quenz und 
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- einen mit dieser DNA-Sequenz operativ verkniipften, zell- und/oder entwicklungs- 
abhangigen Promoter 
stabil transfiziert sind. 

Bevorzugt stammen die ES-Zeilen von Nagern, insbesondere von MSusen. Beson- 
ders bevorzugte ES-Zellen sind dabei D3-Zellen (Doetschmann et al., J. Embryo!. 
Exp. Morphol. 87, 27 (1985)). Rl-Zellen (Nagy et al., PNAS (1995)). E14-Zellen 
Handyside et al., Roux Arch. Develop. Biol. 198, 48 (1989)), CCE-Zellen (Bradley et 
al.. Nature 309, 255 (1985)) und P19-Zellen (Mummery et al., Dev. Biol 109, 402 
(1985)). 

Als „nicht-zellschadigendes fluoreszierendes' Protein " konnen gemaS der vorliegen- 
den Erfindung das Green Fluorescent Protein (GFP) aus der Qualle Auequorea 
Victoria (beschreiben in WO-A-95/07463, WO-A-96/27675 und WO-A-95/21191) und 
dessen Derivate „Blue GFP" (Heim et al., Curr. Biol. 6(2): 178 - 182 (1996)) und „Red- 
shift GFP" (Muldoon et al.; Biotechniques 22(1):162 - 167 (1997)) venwendet werden. 
Bevorzugt ist dabei das grun fluoreszierende GFP, insbesondere die in dem hinter- 
legten Stamm DSM 1 1633 befindllche GFP-Mutante. 

Unter den Begriff „zell- und/oder entwicklungsabhangiger Promoter" ist gemaB der 
vorliegenden Erfindung ein Promoter zu verstehen. der nur in gewissen Zelltypen 
und/oder nur in gewissen Zellentwicklungsstadien - sowohl In Zelikulturen (Embryoid 
Bodies) als auch in transgenen nicht-menschlichen Saugem, die von den erfin- 
dungsgemafien ES-Zellen abstammen - seine Promotortatigkelt entfaltet. Daneben 
kann aber auch jeder andere bekannte zellspezifische Promoter fOr z. B. Nervenzel- 
len. Herzzellen, neuronale Zeiien, Gliazellen, hamatopoietische Zellen, Endothelzel- 
len, glatte Muskelzellen, Skelettmuskelzellen, Knorpelzellen. Fibroblasten und Epi- 
thelzellen eingesetzt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhmngsfonn der Erfindung ist der Promotor ein fur Herz- 
zellen speziftscher Promotor. Insbesondere sind die folgenden Promotoren zu nen- 
nen: SMHC Minimal Promotor (spezifisch fur Glattmuskelzellen. Kallmeier et al., J. 
Biol. Chem. 270(52):30949 - 30957 (1995)); Nkx-2.5 (spezifisch fur sehr frtihe Kar- 
diomyozyten, Lints et al., Development, 119(2):419 - 431 (1993)); Human-a-Actin 
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,spe.»isch «r He^gewebe. Sa«o,^« e. a,., Genes Dev.. 4(10,:1811 - 1822 ,19m 
MLC.2V (speziSsoh fllr He-zkam^m, O'Bnen e. al.. Proc. Nal Acad. Sc. USA, 
90(11);5i57 - 5161 (1993)undWO-A-96/16163). 

,„ einer bevo,zug.e. AusfUhrungsforn, weis, das DNA-KonsUuK. noch weltere funk- 
«o„el,e DNA.Sequ.nzen. insbesondere Enhancer und Selektionssequenzen auf. 
solche SetekBonsequenzen sind z. B. Neomycin und iHygromyan. 

Gegenstend der E,«ndung ist weiterhin. ein Vertahren zur Herstellung der erfln- 
dungsgemaiSen ES-Zellen, umfassend 

- Einbringen eines vorstehend definierten DNA-Konst-ukts in Ausgangs^ES-Zellen 
nicht-menschlicherSaugerund 

. saeenen nach subil transflzierten ES-Zellen. Das Einbringen kann dabei auf ,ede 
dem Fachmann bekannte Art und Weise erto^en. Die EleklroporaSon ist jedoch be- 
vorzugt. Das Screenen erfolgt vorzugsweise mit Hilfe der in d«n DNA-KonstniKt vor- 
handenen Selektionssequenzen. 

Gegenstand der Erflndung ist ebenWs das von»tehend beschrtebene DNA-Kon- 
strukt Bevorzugte Konstrukte sind dabei die in Rgur 1 und 2 abgebildeten Reporter- 
konstrukte pCX-((l.act)GFP-Neo und pCX^a.act)GFP-Neo (DSM 11633). 

Die Erflndung betriffl ebenfalls eine Zellkuttur mit zelltypspezifischer Expression ei- 
nes nicht-zellschidigenden fluoreszie-enden Proteins erhalHich durch Kultivieren der 
erflndungsgemaiien ES-Zeiten. in einer bevorzugten AuslQhrungsfom, liegen d,e 
ZeKen ais Aggregate (Embryoid Bodies) vor. Das Herstellen des EmbryoW Bodies 
erfolgt dabei gemSd Standardverfahren wie z. B. die Methode des .hangenden Trop- 
fens- Oder Methylzellulosekultur (Wobus et al.. Differentiation (1991) 48. 172 - 182). 

Diese Zellstmkturen kannen In Verfahren zur toAologischen Untersuchung von 
Substanzen, z. B. ReUnoide. Schw mietall und Phamraka. ven« ndet warden. S,e 
besltzen wesentllche Vorteile gegenOber alien bisher venvendeten 
Zellkultuimodellen: 
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a) Dte lebenden, unfixierten Zellen konnen in ihmr Diffe,^erung beobactet war- 
den, so kann z. B. das W^chstum der H fallen In, sdhlagendan A,aal konSnu- 
ierllch beobachtet werden. 

b) Zellen im When Entwiddungsstadium konnen elekfrophysiologfechen und ande- 
ren MeRnr^ftoden zuganglid, gemacht werten, da sie ate flun,«szierende Zellen 
le,ch. zu erkennen sind (siehe Rgur 3). Dies bedeutet eine wesentliche Verainfa- 
Chung der funktionellen Untersuchung dieser Zellen 

0 Eine Einzelzell-P^pa^to badeute. ainen Vadus. von Zellen. Urn die gannga 
Zahl der noch vorhandenen Zellen sichtoar zu machen. sind die das fluoreszia. 
^nde Protein axprin,iere„den Zalten vorteilhaft Das Vefahran BE. sich dur^h die 
FACS-Sor«en,ngsmemode a^ar^en, .™durch homogena ZellpopolaUonen ga- 
wonnen ««rden kfinnen. Dadurch is, es auch n,9g,ich Untersuchungan ,zB 
n,oteku,a*lologische, an einer gr68a.n Popu.«on von ph.nc^isch di W 
zierten ES-Zeilen vorzunehmen. 
d, Da die das tareszierende Protein exprtmierenden ES-Zelten nach Akb,.enrng 
be^scher Pro^otoran inn EB sicWbar kann das Wachs*,n, dar 

he^pezfechen Zallan unter pham,akologisch«oxikok,gischan Bedingungan in 
emen, rech. einfachen Varfahien bas^mm, wa^ten. Fur ^utinemasige Untarsu- 
ohungen dar Wid<ung ve^ohiadaoar Substenzen auf die Herzzelldifterenzienrng 
konnte das Area, in, EB von fluoreszierandas P„,tein expnn,ierenda„ Zalten zu 

versch^denan Zeilpunkten bas«n,m. warden und somi, Aussagen gemach. 
we.e , ^ 3,,,_ ^.^^^ ^^^^ 

qualtahv bee,nflussen. FOr quamiteUv pr^re Aussagen kennten die Zellen 
<l,ssoz„er, und dann der FACS-So,«arungstechnik unterzogan warden (F«. 4, 

Saugar n,* zel«„,spazifeohar Expression aines nich,-ze,lsch.digen- 
den fluoreszierenden Proteins, umfassend 

sl'';r:r - ^n nlch-manschliohan 

- Obartragan dar B,astezys.en in Laihm«ter die du.h dies s Ved^hren arh.l.lic^ 

e":T - Ve.ah.n zur Unte^uchnt 

Em-^cklungssluten von Zellen nicht-nnenschlicher SSuger, unrfassand die UnteZ 
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Chung der entsprechenden gekennzeichneten Zellen von erfindungsgemaBen nicht- 
menschlichen Saugem durch fluorimetrische Verfahren. 

Im Ganztier kann durch das erfindungsgemaUe Untersuchungsverfahren erstmals in 
vivo eine genaue Zelltypisiemng vorgenommen werden. So sollten bereits in den 
frtihen Organanlagen der Embryonen fluoreszierende Herzzellen beobachtet wer- 
den, was eine in vivo Beobachtung der Herzentwicklung in der fruhembryonalen 
Phase moglich machen wQrde. Auch dadurch kdnnten zu verschiedenen Entwick- 
lungsstufen die Herzzellen leicht identifiziert werden. 

Die Erfindung wird weiterhin durch folgende Figuren und Beispiele eriautert. 

Fiaur 1 zeigt den in Beispiel 1 venwendeten Reportergenkonstrukt pCX-(G.-act)GFP- 
Neo. 

FiQur 2 zeigt den in Beispiel 2 verwendeten Reportergenkonstrukt pCX-(a-act)GFP- 
Neo(DSM 11633). 

Flour 3. Tell A : Gezeigt sind 2 junge EBs in Suspension unter transmittiertem Licht 
(Aa) und unter 488 nm Exzitation (Ab). Da sich in diesen friihen EBs noch keine 
Herzzellen differenziert haben, ist keine griine Fluoreszenz sichtbar. 
Teil B : EB nach 3 Tagen Platierung (7+3 Tage) unter transmittiertem Licht (Ba), bei 
488 nm Ruoreszenzexzitation (Bb) und in Kombination von transmittiertem Licht und 
488 nm Fluoreszenzexzitation. In diesem EB konnte ein relativ kieines. spontan 
schlagendes Areal beobachtet werden. Dies entspricht dem Teil des EB mit sponta- 
nen Kontraktionen. Die EBs wurden mit einer 20-fachen VergrdBerung aufgenom- 
men. 

Fiaur 4: Gezeigt sind die mittels FACS^ethode erstellte Verteilungshistogramme 
von Zellen aus EB's, die aus ES-Zellen mit pCX-(a-act)GFP-Neo gewonnen wurden. 
Das Konstrukt wurde mittels AatI linearisiert. so daB der CMV-IE Enhancer zerstdrt 
wurde. 

(a) ES-Zellen 

(b) nach 2 Tagen Suspension (2 + 2 Tage) 

(c) 5 Tage nach Platieren (7+5 Tage) 

x-Achse: Intensitat der GFP Fluoreszenz (FACS-Einheiten). y-Achse: gezahlte Zell n 
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Beispieie 

Beispiel 1: Herstellung stabiler ES-Zellinien. die GFP unter einem starken ubiqutta- 
ren Promoter exprimieren, und Differenzierung und Eigenschaften von Kardiomyo- 
zyten, die von diesen Zellen abstammen. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukts: Der von Dr. Okabe (University of 
Osaka, Japan) zur Verfugung gestellte pCX-GFP-Expressionsvektor, der eine GFP- 
codierende Sequenz unter einem Huhn-a-Actin-Promotor enthait (M. Ikawa, K. Ko- 
minami. Y. Yoshimura, K. Tanaka, Y. Nishimune und M. Okabe, Develop. Growth 
Differ. (1995) 37, 455-459), wurde wie folgt modifiziert: 

Ein Sali-Xbai-Restriktlonsfragment, das ein Neomycin-(G418)-Resistenz-Gen von 
pTL2Neo enthlelt (von Dr. Tarakhovsky zur VerfQgung gestellt), wurde durch Ligasie- 
rung mit glatten Enden in die Sall-Stelle von pCX-GFP eIngesetzL Das resultierende 
Konstrukt pCX-(B-act)GFP-Neo (Figur 1) wurde fur die Eiektroporation von D3-Zellen 
venwendet. 

b) Eiektroporation und Selektionsverfahren: Das pCX-((i-act)GFP-Neokonstrukt 
wurde mit Restriktase Seal linearlslert (auBerhalb der GFP-Expressionseassette) und 
fur die Eiektroporation der D3-Linie von ES-Zellen unter den folgenden Bedingungen 
V nvendet: 

DNA: 20-40 [ig, Zellen: 7 x 10/ml in 0.8 ml PBS-Puffer, Elektroporatlonskiivette 
BioRad 0,4 cm (Kat.-Nr. 165-2088), Elektreporationsapparatur BioRad (Gen Pulser), 
240 V, 500 pF. 

Nach der Eiektroporation wurde die Zellsuspension 20 min auf Eis gelegt und dann 
auf eine 10-cm-Petrischale mit Gewebequalitat mit G418-Resistenz-Feederschicht in 
10 ml DMEM-Medium mit 15% FCS (K^lberfetusserum) ubertragen. Zwei Tage spS- 
ter wurde 300 pg/ml Neomycin (G418, Gibeo) hinzugefugt, um G418-resistente Zel- 



wo 99/01552 PCT/EP98/03988 

9 

len zu sel ktieren. Das Medium mit G418 (300 \ig/m\) wurde jeden zweiten Tag aus- 
getauscht. Nach 8 bis 10 Tagen Selektion erschienen wirkstoffiresistente Kolonien. 
die durch Fluoreszenzmikroskopie auf GFP-Expression getestet wurden. 

Etwa 95% der G418-resistenten Kolonien zeigten eine starke GFP-Expression 
(griines Leuchten). was auf ein hohes AusmaB an Aktivitat des B-Actin-Promotors 
(S-Actin ist eines der Hauptproteine des Cytoskeletts) in ES-Zellen hinweist. Die 
Kolonien wurden durch Ansaugen mit einer Pasteur-Pipette aufgenommen, einzein 
trypsinisiert und anschliefiend fur die Vermehrung auf 48- und 24-Napf-Platten mit 
Feederschichten mit G418 (300 pg/ml) ubertragen. Schlie&iich wurden mehrere 
stabile ES-Klone, die 1 bis 5 Kopien des GFP-Gens unter der Kontrolle des Huhn-B- 
Actin-Promotors trugen, ermittelt und zur Erzeugung embryoider Korper (EBs) ver- 
wendet. 

c) Differenzierung und Analyse der Kardiomyozyten: EBs wurden nach dem Stan- 
dardverfahren der "hangenden Tropfen" entwickelt (A. Wobus, G. Walluka und J. 
Heschelen Differentiation (1991) 48, 173-182). 

In alien Stadien der Entwicklung vor dem Ausstreichen zeigten die EBs, die von ES- 
Zellen mit Integriertem GFP-Expressionsvektor unter der Kontrolle des B-Actin-Pro- 
motors abstammten, unter dem Fluoreszenzmikroskop ein starkes grOnes Leuchten. 
Nach dem Ausstreichen verteilte sich die GFP-Expression in ungleichen Anteilen 
zwischen verschiedenen Zelltypen, die im Laufe der Differenzierung auftraten. Das 
hellste griine Leuchten in EBs nach dem Auftreten kontraktiier Myocardiocyten fallt 
mit entsprechenden schlagenden Bereichen und nicht mit schlagenden Kemteilen 
(zentralen Teilen) von EBs zusammen. 

Andere Bereiche der EBs zeigen verschiedene Ausmafie der GFP-Expresslon von 
stark bis schwach, was auf die bekannte weit verbreitete Expression von B-Actin als 
Hauptkomponente des Cytoskeletts bei vietfaltigen Zelltypen hinweist. 

Diese visuellen Beobachtungen werden durch Histogramme der Verteilung der GFP- 
Expression in den Zellpopulationen in den sich entwicklenden EBs bestatigt, die man 
durch FACS-Analyse (Flow Cytofluorimetry) erhalt. Sie zeigen di Linksverschiebung 
und VergroBerung anfangs scharfer. symmetrischer Peaks des Histogramms. was 
einen Obergang von hoher und relativ homogener GFP-Expression in einer Popula- 
tion proliferierender undifferenzierter ES-Zellen zu einer breiten Verteilung derselben 
auf die Population sich differenzierender Zelltypen anzeigt 
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EBs wurden mitt Is Kollagenase dissoziiert und auf Objekttragem ausgestrichen und 
anschliefiend 2-3 Tage lang kultiviert, b vor elektrophysiologische Messungen nach 
dem Standardverfahren vorgenommen wurden (V. Maltsev, A.Wobus, J, Rohwedei, 
M. Bader und J. Hescheler Circ. Res. (1994) 75(2), 233-244). 

Isolierte, spontan schtagende Kardiomyozyten, die GFP stark exprimieren, weisen 
alle elektrophysiologischen Eigenschaften auf, die fur Kardiotnyozyten typisch sind 
einschlieSlich Aktionspotentialen, Ca^*-, Na*-, K*- und IrStromen, was durch die 
Patcli-Clamp-Technik gezeigt wurde. 

Stabile ES-Zellinien, die aufgrund eines in das Genom integrierten Expressionsvek- 
tors GFP stark exprimieren, konnen sich also zu funktionell reifen kontraktilen Kar- 
diomyozyten differenzieren, die dieselben elektrophysiologischen Grundeigenschaf- 
ten haben wie Kardiomyozyten, die sich aus "nonnalen'* D3-Zellen differenziert ha- 
ben, 

Beispiel 2: Herstellung stabiler ES-Zellinien, die GFP unter einem herzspezifischen 
Promoter in sich differenzierenden Kardiomyozyten exprimieren. 

a) Herstellen des GFP-Expressions-Konstrukts: Aus dem von Dr. M. McBumey 
(University of Ottawa. Kanada) zur Verfugung gestelltem Plasmid pPv/B-Act-lacZ, 
das das Segment (-440 +6) des herzspezifischen Human-a-Actin-Promotors enthielt 
(A.Minty, L. Kedes; Molecular and Cellular Biology (1986) 6, 2125-2136; G. Pari, K. 
Jardine und M. McBumey; Molecular and Cellular Biology (1991) 11, 4796-4803), 
wurde der Promoter durch die Restriktionsenzyme Sail und Hindlll herausgeschnit- 
ten. Der pCX-GFP-Expressionsvektor (siehe Beispiel 1) wurde - um den Huhn-B- 
Actin-Promotor durch den herzspezifischen a-Actin-Promotor zu ersetzen - mit den 
Restriktasen SnaBI und Apal gespatten, wobei der Huhn-S-Actin-Promotor heraus- 
geschnitten wurde. Nachfolgend wurde durch Ligasierung mit glatten Enden das 
oben genannte Sail-Hind I il-Fragment des herzspezifischen a-Actin-Promotors einge- 
fugt. Die Restriktasen Tthllll, Sail und Hinfl wurden venwendet, um Plasmidklone 
zu selektieren, bei denen der herzspezifische a-Actin-Promotor in der richtigen 
Orientierung zur GFP-codierenden Sequenz eingesetzt war. Dann wurde ein 
Neomycin-(G418)-Resistenz-Gen, wie in Beispiel la) beschrieben, in die Sall-Stelle 
eingesetzt, und das resultierende Plasmid pCX-(a-act)GFP-Neo (Figur 2) wurde fur 
die Elektroporation von D3-Zellen verwendet. 

b) Elektroporation und Selektionsverfahren: Das pCX-(a-act)GFP-Neo wurde mit 
Seal (auBerhalb der GFP-Expressionscassette, wie In Beispiel lb) beschrieben) oder 
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mit AatI lin arisi rt. um den Cytomegalovirus-(CMV.|E)-Enhancer zu z rstoren 
(siehe unten). Die Elekfroporation und das G418-Selektionsverfahren wurden. wie in 
Beispiel lb) beschrieben. durdigefuhrt 

c) Analyse der Zellpopulation und GFP-Expression unter der Kontrolle des herzspe- 
zifischen a-Actin-Promotors walirend der Differenzierung von Kardiomyozyten: EBs 
wurden. wie in Beispiel 1c) beschrieben, entwickelt. Im Unterschied zu den oben be- 
schriebenen Mustem der GFP-Expression unter der Kontrolle des B-Actin-Promotors 
weisen ES-Zellen, die das in das Genom integrierte pCX-(a-actjGFP-Neo tragen, 
kein oder nur ein sehr schwaches durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbares Signal 
auf. Die FACS-Analyse zeigt, daB das mittlere Niveau der grunen Fluoreszenz von 
D3-Zellen mit durch Sad linearisiertem pCX-(a-act)GFP-Neo etwa 35- bis 40mal 
geringer ist als bei Zellinien, die pCX-(li-act)GFP-Neo tragen. Wahrend der 
Entwicklung der EBs wurde eine Rechtsverschiebung und VergroSerung des An- 
fangspeaks des durch FACS erhaltenen GFP-Fluoreszenz-Histogramms erhalten. 
Die schlagenden Bereiche, die 2 bis 4 Tage nach dem Ausstreichen der EBs auftra- 
ten, zeigen ein durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbares grunes Leuchten, das mrt 
dem Niveau der GFP-Expression in ES-Zellen, die pCX-(B-act)GFP-Neo tragen, 
vergieichbar ist. Mogiicherweise sind die schlagenden Bereiche, die aus funktionell 
reifen Kardiomyozyten bestehen. nur Bereiche mit starkem sichtbarem Leuchten 
unter anderen Zelttypen in sich entwickelnden EBs. Bei taglicher Oberwachung ist es 
moglich, 1 bis 1,5 Tage, bevor sie zu schlagen beginnen, getrennte leuchtende Be- 
reiche nachzuweisen. 

Der herzspezifische Charakter der GFP-Expression wurde durch a-Actin-spezifi- 
sches Immun-Anfarben einzelner Zellen bestatrgt das mit der GFP-Expression unter 
der Kontrolle des herzspezifischen a-Actin-Promotors korreliert. 

d) Herstellung von ES-Zellinien mit geringem ursprunglichem unspezifischem Niveau 
der GFP-Expression: Die oben genannten ES-Klone mrt integriertem pCX-{a- 
act)GFP-Neo zeigten eindeutige Kardiomyozyten-spezifische Expressionsmuster, 
was zu einem erkennbaren Zusammenfallen leuchtender und schlagender Bereiche 
fuhrte. Das anfangliche Niveau der GFP-Expression dies r undifferenzierten Zellen, 
das 5- bis lOmal hoher liegt als bei einer negativen Kontrolle (intakte ES-Zellen), 
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konnte jedoch das Auffinden der Zellen bei den allerersten Schritten der Differen- 
zierung behindem. 

Urn das ursprtingliche Niveau der unspezifischen GFP-Expression zu senken, wurde 
eine Anzahl neuer Zellinien erzeugt, wobei pCX-(a-act)GFP-N6o verwendet wurde. 
das mit Aatl-Restriktase linearisiert wurde (Figur 2), um eine Zerstorung des CMV- 
lE-Enhancers zu ermoglichen. Letzterer war im ursprunglichen Expressionsvektor 
vorhanden, und es wurde angenommen, dad er der Grund fiir den anfanglichen un- 
spezifischen "Hintergrund" war. 

Nach der Elektroporation und dem Selektionsverfahren zeigten die G418-resistenten 
Klone eine viel hohere Diversifikation der anfanglichen GFP-Expression als Klone 
mit intaktem CIVIV-IE-Enhancer. Mehrere ES-Klone mit niedrigstem "Hintergrund" 
wurden durch FACS-Screening ausgewahlt. Diese Klone haben eine etwa 5mal 
niedrigere Anfangsfluoreszenzintensltat und konnten mit Zellen der negativen Kon- 
trolle (Wildtyp) ohne GFP-Vektor vergleichbar sein. Nach der Herstellung von EBs 
aus entsprechenden ES-Zellklonen zeigten mehrere davon eine sowohl durch Fluo- 
reszenzmikroskopie als auch durch FACS-Analyse nachweisbare GFP-Expression in 
sich differenzierenden Kardiomyozyten. Die FACS-Analyse zeigt eine hohe Auflo- 
sung zwischen Zellen, die zur herzspezifischen Differenzierung iibergegangen sind, 
und dem Rest der Zellpopulation, die wahrend der EB-Entwicklung den ausgeprag- 
ten eins-zu-zwei-Peakcharakter der Histogrammdynamik zeigten (Fig. 4). 

Der beschriebene Ansatz ertaubt es also, die Differenzieaing von ES-Zellen zu Kar- 
diomyozyten "in vitro" zu untersuchen, wobei der GFP-Expressionsvektor mit 
herzspezifischem Promoter als "lebendes" Repoter-Gensystem venwendet wird, der 
Zellen in den fruheren Schritten der Entwicklung sichtbar macht. 

Das vorstehend beschriebene Plasmid pCX-{a-act)GFP-Neo wurden am 27.06.97 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganlsmen und Zellkulturen GmbH, 
Maschroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, unter der Bezeichnung DSM 11633 
hinterlegt. 
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Patentanspruch 

1. Embryonale Stammzeilen (ES-Zellen) nicht-menschlicher Sauger, die mit 
einem DNA-Konstrukt, umfassend 

- eine fur ein nicht-zellschadigendes fluoreszierendes Protein codierende 
DNA-Sequenz und 

- einen mIt dieser DNA-Sequenz operativ verknupften, zell- und/oder entwick- 
lungsabhangigen Promoter 

stabil transfiziert sind. 

2. ES-Zellen gemaS Anspruch 1, wobel die ES-Zellen von Nagem, insbesondere 
von Mausen, stammen. 

3. ES-Zellen gemaB Anspruch 1 oder 2, wobei das nicht-zellschadigende fluo- 
reszierende Protein ausgewahit ist aus Green Ruorescent Protein (GFP). Red 
Fluorescent Protein und Blue Fluorescent Protein und insbesondere GFP ist 

4. ES-Zellen gemaa irgendeinem der Anspruche 1 bis 3, wobei der Promoter ein 
fur Herzzellen, neuronale Zellen, Gliazellen, hamatopoietische Zellen, Endo- 
thelzellen, glatte Muskelzeilen. Skelettmuskelzellen. Knorpelzellen. Fibro- 
blasten oder Epithelzellen spezifischer Promoter ist, insbesondere ein fur 
Herzzellen spezifischer Promoter ist. 

5. ES-Zellen gemaB Anspruch 5, wobei der Promoter ausgewahit ist aus den 
Promotoren Nkx-2.5, Human-a-Actin und MLC-2V und insbesondere der 
herzspezifische Human-a-Actin Promoter ist. 

5. ES-Zellen gemafi irgendeinem der Anspruche 1 bis 5, wobei das DNA-Kon- 
strukt weltere funktionelle DNA-Sequenzen. insbesondere Enhancer- und 
Selektionssequenzen, aufweist. 
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7. Verfahren zur Herstellung der ES-Zellen gemaG irgendeinem der Anspruche 1 
bis 6, umfassend 

- Einbringen eines wie in Anspruch 1 und 3 bis 6 definierten DNA-Konstrukts 
in Ausgangs-ES-Zellen nicht-menschlicher Sauger und 

- Screenen nach stabil transfizierten ES-Zellen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Einbringen durch Elektroporation er- 
folgt. 

9. DNA-Konstrukt gemaS irgendeinem der Anspruche 1 und 3 bis 6. 

10. DNA-Konstrukt gemad Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es Plasmid 
pCX-(a-act)GFP-Neo (DSM 11633) ist. 

1 1 . Zellkultur mit zelltypspezifischer Expression eines nicht-zellschadigenden fluo- 
reszierenden Proteins erhaltiich durch Kuitivieren der ES-Zellen gemaS ir- 
gendeinem der Anspruche 1 bis 6 in vitro. 

12. Zellkultur gemaB Anspruch 1 1 , wobei die Zellen als Aggregate vorliegen. 

13. Verfahren zur toxikologischen Prufung von Substanzen, umfassend die Unter- 
suchung der Auswirkungen dieser Substanzen auf Zellkulturen gemaa An- 
spriichen 1 1 oder 12 mittels fluorimetrischer Verfahren. 

14. Verfahren zur Erzeugung tansgener nicht-menschlicher Sauger mit zelltyp- 
spezifischer Expression eines nicht-zelischadigenden fluoreszierenden Pro- 
teins, umfassend 

- Injizieren von ES-Zellen gemaR irgendeinem der Anspruche 1 bis 6 in Blas- 
tozysten von nicht-menschlichen Saugern und 

- Ubertragen der Blastozysten in Leihmutter. 



15. Transgene nicht-menschliche Sauger erhaltiich durch das Verfahren gemaB 
Anspruch 14. 
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16. Verfehren zur Untersuchung von Entwidclungsstufen von Zell n nicht- 
menschlicher Sauger. umfessend die Untersuchung der entsprechenden ge- 
. kennzeichneten Zellen von nicht-menschlichen Saugem gemdQ Anspmch 15 
durch fluorimetrische Verfahren in vitm. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tntematU Application No 

PCT/EP 98/03988 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , 

IPC 6 C12N15/12 C12N5/10 G01N33/50 A01K67/027 



According to Intemationat Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (dassitication system followed by classification symbols) 

IPC 6 "C12N C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are inctuded in the fields searched 



Electronic data base consulted dunng the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category " Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No, 



ZERNICKA-GOETZ M ET AL.: "Foil owing cell 
fate in the living mouse embryo " 
DEVELOPMENT, 

vol. 124, no. 6, March 1997, pages 

1133-1137, XP002086618 

cambridge.uk 

see the whole document 

WOBUS A M ET AL: "RETINOIC ACID INDUCES 
EXPRESSION OF THE VENTRICULAR 2.1 KB 
MYOSIN-LIGHT-CHAIN-2 PROMOTER DURING IN 
VITRO CARDIOGENESIS OF EMBRYONIC STEM 
CELLS" 

CIRCULATION, 

vol. 92, no. 8, SUPPL. 01, 

15 October 1995, page 1114 XP002001G47 

see the whole document 

-/- 



1-3,6-9, 
11 



I- 9, 

II- 13 



Furtfter documents are listed in the contffiuatian of box C 



□ 



Patem iamily members are listed in annex. 



Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the an which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but pubti^ad on or after the intemationat 
filing date 

T' document which may throw doubts on pnority clatmfs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specifted) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other nrwans 

"P* document published prior to the intemational filing date but 
later than the phohty date claimed 



T' later document oublished after the intemational filing date 
or phonty date and not in cortfllct with the application but 
cited to understand the principle or theory undertying the 
invention 

"X' dooum em of particular relevance: the ctaimed invention 
cannot be considered rravel or cannot be consittered to 
Involve an inventive step when the docuntent is taken alone 

■y documem of partcular relevance: the claimed invemion 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is comoinad with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the intemational search 



4 December 1998 



Date of mailing of the imemational search report 



21/12/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL • 2280 HV Rtjswijk 
Tel. f 431 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Cupido, M 



Foim PCT/lSAffilO (Mcomt shoot) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tntematlc Appileation No 

PCT/EP 98/03988 



C4Conttnu8ttwi) OOCUfiHENTS CONSO^REDTO BE RELEVANT 



Categoiy • Citation of document, with indication.wttere appropnate. oi the relevant pa«*? g ft? 



Retavam to aaim No. 



LI Y ET AL: ""USE OF A GREEN FLUORESCENT 
PROTEIN IN STUDIES OF APOPTOSIS OF 
TRANSFECTEO CELLLS"" 
" BIOTECHNIQUES, 
vol. 23, no. 6, 1997, pages 1026-1029. 
XP002068179 

see page 1027, last paragraph 

MOBUS A M ET AL: "IN VITRO 
DIFFERENTIATION OF EMBRYONIC STEM CELLS 
INTO CARDIOHYOCYTES OR SKELETAL MUSCLE 
CELLS IS SPECIFICALLY MODULATED BY 
RETINOIC ACID" 

ROUX'S ARCHIVES OF DEVELOPMENTAL BIOLOGY, 
vol. 204, no. 1, October 1994, pages 
36-45, XP000196431 
see the whole document 

IKAWA M ET AL. : "Green fluorescent 

protein as amarker in transgenic mice" 

DEVELOPMENT GROWTH & DIFFERENTIATION, 

vol, 37, no. 4, August 1995, pages 

455-459, XP002086829 

cited in the application 

see page 455, right-hand column 



I- 9, 

II- 13 



1-6 



10 



Farm PCT/1SAJ210 (cimawMnn or sacnno ^tao) giiy 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



KLASSIFIZIERUNG DESANMELDUNGSGEGENSTANDES aoii/^-t /nO"? 

PK 6 C12N15/12 C12N5/10 G01N33/50 A01K67/027 



Nflch der tntemationaten PatentWassifikation <IPK) oder nach der nationaien KlassHikation und der IPK 



tnternatiot ales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/03988 



B. RECHERCHIEHTE GEBIETE 



Recherchlertej Mindestpriitatott {Klasailikattonasystem und Klassifikationssymboie ) 

PK 6 C12N C07K 



Recherchterte aber nicht zum MindestphifetoH gehdrende Verofienttichungen. soweX diese unter die recnercWenen Gebiete tallen 



Wahrend der intemalionaten Recherche konsuttiene elektronische Datenbank (Name aer Oatenoank und evtl. vetwendate Suchbegritfe) 



C. ALS WESENTtlCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Sezeichnung der Verofienttichung. soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Tefie 



Betr. Anspnjcft Nr. 



ZERNICKA-GOETZ M ET AL.: "Following cell 
fate in the living mouse embryo " 
DEVELOPMENT, 

Bd. 124, Nr. 6, Marz 1997, Selten 
1133-1137, XP002086518 
Cambridge, uk 

siehe das ganze Dokument 

WOBUS A M ET AL: "RETINOIC ACID INDUCES 
EXPRESSION OF THE VENTRICULAR 2.1 KB 
MYOSIN-LIGHT-CHAIM-2 PROMOTER DURING IN 
VITRO CARDIOGENESIS OF EMBRYONIC STEM 
CELLS" 

CIRCULATION, 

Bd. 92, Nr. 8, SUPPL. 01, 

15. Oktober 1995, Seite 1114 XP002001047 

siehe das ganze Dokument 

-/- 



1-3,6-9, 
11 



I- 9. 

II- 13 



Weitere V/eroffenttichungen sind der Fortsstzung von Fetd C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamitie 



" Besondere Kategohen von angeget>enan Veroftentlrchungen 
"A* Veroffentlichung, die den allgameinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeuteam anzusehen ist 

"E" alteres Ookument. das iedoch erst am oder nach dam intematranalen 
Anmeldedatum veroRentlicm worden tst 

V Verofientlichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lessen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbehcht genanmen Veroffentlchung belegt warden 
sot! Oder die aus einem anderen basonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0" Veroffentlichung. die &k:h auf eine mundliche Offenbarung. 

eina Benutzung. eine Ausstelking Oder andere MaBnahmen bezieht 
'P* Veroffentlichung. die vordem intemattonaien Anmetdedatum, aber nach 

dem t)eanspruchten Prioritatsdatum verbffentlicht worden tst 



'T" Spotere Veroffentlichung, die nach dem tntemationaien Anmetdedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verbffentlicm worden ist und mit der 
Anmeldung mcht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erftndung zugrundelieganden Prinzipa oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

•X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspnichte Erfindung 
kann alletn autgrund dieser Veroffentlichung nicnt ats neu Oder auf 
eHindehscher Taligkeit benjhend betrachtet werden 

*Y" Verbffentlfcnung von besondwer Bedeutung: die beanspnichte Erfindung 
kann nicfit als auf erfindehscher Tatigkeit beruhend tietrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehraren anderen 
Veroffenttichungen dieser Kaieqone in Veft>indung gebracftt wird und 
diese Vert»ndung fiir einen Facnmann nanetiegend ist 
VeroffenUichung. die Mitglied derselben Patentfamtiie ist 



Datum des Abschtusses der intemationaten Recherche 



4. Dezember 1998 



Absendedatum des internal ionalen Recherche nbenchts 



21/12/1998 



Name und Postanschhft der tntemationaien Recherctienbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL-22aOHV Ritswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevotUnachtigter Sediensteter 



Cupido, M 



Foimbtan PCTyiSA/2tO (BtaO 2) (Jua 1992) 



internahonaler recherchenbericht 



iraemati> «3 Aktentelehen 

PCT/EP 98/03988 



C^Fometzung) ALS WESHNTUCH AMGESEHENE UltfTERUXGEN 



Kategora* Bezetctmung dsr V^onentfichung. soweit ertordertich unter Angaba der in SetratiU kommenden Tetle 



Betr. Anspructi Nr. 



LI Y ET AL: ""USE OF A GREEN FLUORESCENT 
PROTEIN IN STUDIES OF APOPTOSIS OF 
TRANSFECTED CELLLS"" 
BIOTECHNIQUES, 

Bd. 23, Nr. 6, 1997, Seiten 1026-1029, 
XP002068179 

siehe Seite 1027, letzter Absatz 

WOBUS A M ET AL: "IN VITRO 
DIFFERENTIATION OF EMBRYONIC STEM CELLS 
INTO CARDIOMYOCYTES OR SKELETAL MUSCLE 
CELLS IS SPECIFICALLY NODULATED BY 
RETINOIC ACID" 

ROUX'S ARCHIVES OF DEVELOPMENTAL BIOLOGY, 
Bd. 204, Nr. 1, Oktober 1994, Seiten 
36-45, XP000196431 
siehe das ganze Dokument 

IKAWA M ET AL. : "Green fluorescent 
protein as amarker in transgenic mice" 
DEVELOPMENT GROWTH & DIFFERENTIATION, 
Bd. 37, Nr. 4, August 1995, Seiten 
455-459, XP002086829 
in der Anineldung erwahnt 
siehe Seite 455, rechte Spalte 



I- 9. 

II- 13 



1-6 



10 



Fomit^ PCT4SA/210 (Fottsemmg von Btaa 2) (Jt£ 1892) 



